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Whplyw napromieniowania bakterii na ich wlasciwosci

proteolityczne

7 Katedry Higieny Produktéw Zwierzecych Wydzialu Weterynaryjnego SGGW-AR w Warszawie

Wlasciwosci proteolityczne bakterii stanowia
istotne i jednoczeénie nielatwe do rozwigzania
zagadnienie w dziedzinach higieny i technologii
zywnosci. Obok przestrzegania podstawowych
zasad higieny przetwoérstwa spozywcezego oraz
rownoczesnie ze stosowaniem zabiegéw utrwala-
jacych surowce i produkty spozywcze, na uwage
i rozpoznanie zasluguja wszelkie czynniki, ktore
moglyby oslabi¢ zdolnodci wytwarzania enzy-
mow proteolitycznych przez bakterie, a wiec —
ograniczy¢ ich wladciwosci proteolityczne.

Jednym z takich czynnikow moze byé¢ podda-
nie bakterii dzialaniu promieniowania jonizujg-
cego, w stosunkowo malych dawkach, nie powo-
dujacych obumarcia populacji bakteryjnej. W
dostepnym pismiennictwie nie spotkano zadnych
informacji z tego zakresu. Opisywana praca jest
kolejnym zadaniem badawczym wykonywanym
przez Katedre Higieny Produktéw Zwierzecych
Wydzialu Weterynaryjnego SGGW-AR w War-
szawie, w ramach rzadowego programu badaw-
czo-rozwojowego PR-4, dotyczacym rozwigzy-
wanego tematu: Wplyw napromieniowania na
podstawowe cechy drobnoustrojéw istotne dla
higieny i technologii zywno$ci.

Celem pracy bylo:

1. Okreslenie wplywu napromieniowania bak-
terii nieprzetrwalnikujacych na wlasciwosci pro-
teolityczne generacji powstaltych z komorek, kto-
re przetrwaly dzialanie promieniowania.

2. Okredlenie  wplywu napromieniowania
przetrwalnikéw bakteryjnych na wlasciwosci
proteolityczne generacji powstalych z nie znisz-
czonych przetrwalnikow.

3. Okreslenie wplywu obecnos$ci biatka w §ro-
dowisku napromieniowania bakterii i przetrwal-
nikéw na omawiane wlasciwosci proteolityczne
powstalych generacji.

Materiat i metody

Badaniom poddano nastepujace szczepy bakterii po-
chodzgce z kolekeji PZH: Proteus wvulgaris Nr 538,
Pseudomonas aeruginosa Nr 74, Pseudomonas aerugi-
nosa Nr 159, Pseudomonas fluorescens Nr 107, Bacil-
lus subtilis Nr 729 (przetrwalniki).

Do badanin uzywano bulionowych 24-godzinnych ho-
dowli szczepdw Pr. wvulgaris i Ps. aeruginosa oraz
120-godzinnych hodowli Ps. fluorescens, przygotowa-
nych wg Burzynskiej (1, 2). Przetrwalniki Bac. subti-
lis olrzymane zgodnie z metoda podany przez Kra-
mera i wsp. (4) z 7-dniowej hodowli na agarze odzyw-
czym. Zawiesine uzyskana po splukaniu hodowli zbu-
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forowanym roztworem fizjologicznym (PBS) pastery-
zowano w temp. 90°C przez 15 minut, a nastepnie
3-krotnie wirowano. Otrzymany osad zaw.eszano w
PBS i ponownie pasteryzowano w temp. 90°C przez
15 minut. Zawiesine przetrwalnikéw schiadzano i
przechowywano w temp. 4°C.

We wstepnej fazie badan okreslano radiowrazliwo$¢
badanych szczepoéw bakteryjnyeh w $rodowisku bez-
biatkowym (PBS) oraz bialkowym (bulion o zawar-
todei ok. 1% biatka), w celu ustalenia odpowiednich
dawek promieniowania X dla wtasciwych doswiad-
czen, Wielkosci dawek dobierano w taki sposéb, aby
napromieniowanie kazdego szczepu tymi dawkami po-
wodowalo w roznym stopniu (%) obumieranie bakterii,
lerz aby nie powodowalo zniszezenia calej popula-
cji.

Bakterie napromieniowywano promieniami X przy
nastepujacych parametrach pracy aparatu: napiecie
lampy: — 200 kV. natezen‘e — 20 mA, moc dawki —
0,11 Gy/sek. (1 Gy = 100 radow).

Ustalone i przyjete we wstepnych do$wiadczeniach
wielkos$el dawek napromieniowania szczepOw wyno-
sity:

— Pr. vulgaris: 1, 10, 50 1 100 Gy,

— Ps. aeruginosa: 1. 10, 50 1 100 Gy,

— Ps. fluorescens: 1, 10 i 50 Gy,

— Bac. subtilis (przetrwalniki): 50 100, 500 i 1000

Gy.

Wszystkie szczepy poddano napromieniowaniu w
probéwkach o pojemnosei 1 cm? w PRS (zbuforowa-
ny roztwér fizjologiczny) oraz w bulionie o zawarlog-
ci ok. 15% bialka.

Po napromieniowaniu zawiesiny badanych bakterii
1 przetrwalnik6éw rozcieficzano (w stosunku do zna-
nego stezenia wyisciowergo) w takim stopniu, aby przy
posiewach na podioza state otrzymaé wzrost pojedyn-
czych kolenii, w liczbie okolo 20 kolonii na plytce.
Wysiewano po 0,1 cm? rozcienczonej zawiesiny na po-
wierzchnie 1 plytki, stosujac dla badanych szczepow
nastepuiace podtoza: Ps. aeruginosa i Ps. fluorescens
— podlo?e Fraziera, Pr. vulearis i Bac. subtilis —
podloze Fraziera — Ruppa. Posiewy inkubowano w
temp. 37°C przez 48 h (Pr. vuloaris, Ps. aeruoinosa i
Bac. subtilis) lub w temp. 20°C przez 48 h (Ps. flu-
orescens). Wlasciwosci proteolityczne bakterii kontrol-
nych oraz napromieniowanych okreslano na podsta-
wie szeroko$ei strefy przejasnienia wok6l wyrostych
kolonii, mierzonej z dokladnoscia 0,5 mm, Dla doklad-
niejszego zaznaczenia stref przejasnienia podlozy sto-
sowano roztwér wodny HgCl, zmieszany ze stezonym
HCI.

Wyniki i omdéwienie

Badania z kazdym szczepem bakterii wykona-
no w 4 seriach (powtdrzeniach). Z otrzymanych
wynikéw obliczono $rednie arytmetyczne dla
kazdej serii oddzielnie i dla wszystkich serii
(powtorzen) lqcznie oraz odpowiadajace im od-
chylenia standardowe. Opracowane wyniki po-
dano w tab. 2 1 3, w wartosciach bezwzglednych
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(mm) wraz z odchyleniami standardowymi oraz
w wartoéciach wzglednych (%) w stosunku do
kontroli, tj. do zawiesin nie napromieniowanych.

Radiowrazliwos¢ bakterii przy stosowanych
dawkach promieniowania przedstawiono dodat-
kowo w tab. 1.

slabsze wlasciwosci proteolityczne od analogicz-
nych kolonii z zawiesin kontrolnych. W miare
zwiekszania dawki napromieniowania S$rednie
strefy proteolizy ulegaly systematycznie zmniej-
szeniu. Zjawisko to dotyczy zaréwno bakterii
napromieniowanych w $rodowisku bezbiatko-

Tabh. 1. Przezywalnosé bakterii przy napromieniowaniu stosowanymi dawkami promieni X (%)

Bakterie napromieniowane dawkami

Baterie
. nie napr. |

Bakterie (kontrola) | 1 Gy 100Gy | 50 Gy 100 Gy

PBS B | PBS B PBS B | PBS B | PBS B

Proteus vulgaris Nt 538 %) | 100 100 | 81,9 843 44,7 64,8 | 157 44,6 ‘ 2,1 7,8
Pseudomonas aeruginosa Nr 74 100 100 78,3 86,0 55,1 51,2 30,0 35,3 X X
Pseudomonas aeruginosa Nr 159 100 1060 84,9 99,0 45,9 37,8 1,6 1,4 ‘ X X
Pseudomonas fluorescens Nr 107 160 100 | 71,8 650 50,0 47,0 2,8 2,7 X X
Bacillus subtilis Nr 729 #) | 80Gy 100Gy | 500Gy | 1000 Gy
(przetrwalniki) 100 100 88,0 99,5 750 874 | 530 41,2 | 225 146

Objasnienie: *) Wg wynikoéw z wezeSniejszych badan (5, 6).

Wyniki zestawione w tab. 1 wskazuja, ze
wszystkie badane bakterie nieprzetrwalnikujace
charakteryzujg sie duza radiowrazliwo$cia na
promieniowanie X. Z pordéwnania wynikow
uzyskanych przy dawce 50 Gy, wida¢ wyraznie,
ze najwiekszg radiowrazliwo$cig cechujg sie
szezepy Ps. aeruginosa Nr 159 i Ps. fluorescens
Nr 107. Radiowrazliwos$é szczepdéw Ps. aerugi-
nosa Nr 74 i Pr. vulgaris Nr 538 jest mniejsza,
co zobserwowano juz we wezesniejszych bada-
niach. Obserwacje te sg na ogo! zgodne z dany-
mi z pismiennictwa (3), z ktérych wynika, ze ro-
dzaj Pseudomonas nalezy do bakterii o najwiek-
szej radiowrazliwosci. Na uwage zasluguje fakt,
ze juz po najmniejszej stosowanej dawce (1 Gy)
obserwuje sie wyrazne zmniejszenie liczby roz-
wijajacych sie bakterii. Zjawisko to obserwowa-
no réwniez w poprzednich badaniach wlasnych
(5, 7).

Wyniki przedstawione w tab. 2 i 3 wskazuja,
ze przy wszystkich badanych szczepach, bakte-
rie z zawiesin napromieniowanych wykazywaly

wym (PBS) jak i w bulionie. Mimo stosunkowo
duzych wartosci odchylen standardowych, ze
wzgledu na systematyczne wystepowanie tego
zjawiska, mozna je uzna¢ za udowodniong pra-
widlowosé. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
omawiane obnizenie wlasciwosci proteolitycz-
nych zarysowalo sie juz wyraZznie przy naj-
mniejszej stosowanej dawce (1 Gy), osiagajac dla
badanych szczepow wartosé od 6 do 23,2%. Przy
najwyzszej dawce napromieniowania bakterii
nieprzetrwalnikujacych (100 Gy), zmniejszenie
wlasciwoscei proteolitycznych szczepdéw napro-
mieniowanych zarowno w PBS jak i w bulionie,
wynosilo $rednio okolo 50%. Chociaz réznice w
wielkodci omawianych zmian, obserwowanych
miedzy poszczegblnymi szczepami byly stosun-
kowo niewielkie, to jednak wydaje sie, ze naj-
bardziej wrazliwy w tym zakresie byl szczep
Pr. vulgaris Nr 538. ‘

Odmienne wyniki uzyskano przy analogicz-
nych badaniach przetrwalnikéw Bac. subtilis.
Wartosci przedstawione w tab. 2 1 3 wskazuja,

Tab. 2. Wtasciwoéci proteolityczne bakterii napromieniowanych w PBS
Wielkoéé strefy proteolizy, w mm i %
Bakterie Bakterie nie Bakterie napromieniowane dawkami
napromienio-
wane 1 Gy | 1wGy | 500Gy | 100Gy
Proteus vulgaris Nr 538 3,26 + 0,71 2,60 -+ 0,70 2,25 4+ 0,75 2,02 + 0,85 1,65 -+ 0,68
(100%) (79,8%) (69,075) (62,070) (50,675)
Pseudomonas aeruginosa Nr T4 7,82 + 2,02 6,95 + 1,58 6,64 +1,13 5,16 + 2,0 4,10 4 1,10
(100%) , (88,9%) (84,9%) (66,070) (52,470)
Pseudomonas aeruginosa Nr 159 6,18 + 1,85 5,81 11,67 571 + 2,43 4,60 + 2,99 3,50 + 2,70
| (100%) (94,0%) (92,4%) (88,8%) (56,6%)
Pseudomonas fluorescens Nr 107 3,40-+1,35 2,61 + 0,70 2,80 4+ 0,57 2,70 4- 1,03 X
(100%) | (76,8%) (82,475) (79,470) |
50 Gy 100 Gy 500 Gy 1000 Gy
B“gﬁéﬁp&;‘a’ﬁfﬂl‘l‘r 729 376093 | 378+097 | 3411080 | 3221093 | 3,59 % 0,97
(100%) (100,5%) (90,7%%) (85,6%) (95,5%)

041
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ze strefy proteolizy powstajace wokél kolonii
wyroslych z napromieniowanych przetrwalnikow
sg zblizone do stref wywolywanych przez bak-
terie kontrolne. Wprawdzie wyniki S$rednie
wskazuja na pewne zmniejszenie sie stref wokot
kolonii wyhodowanych z przetrwalnikéw napro-
mieniowanych, z nieznaczng =zaleznoscig od
dawki napromieniowania, to jednak wydaje sie,
ze obserwowane roznice sg zbyt male, aby mo-
gly stanowi¢ podstawe do wyciaggania wnioskow.

fluorescens — malymi dawkami promieniowa-
nia X powoduje obnizenie wlasciwosci proteo-
litycznych generacji powstalych w koloniach.
Napromieniowanie przetrwalnikéow Bac. subtilis
stosunkowo malymi dawkami promieniowania
X nie spowodowalo obnizenia wlasciwosei pro-
teolitycznych form wegetatywnych otrzyma-
nych z tych przetrwalnikéw. Godne uwagi wy-
daje sie zaobserwowane zjawisko, ze przy tych
samych dawkach promieniowania, stopien obu-

Tab. 3. Wlasciwosci proteolityczne bakterii napromie niowanych w bulionie
| Wielkose sirefy proteolizy, w mm i %
- Bakterie napromieniowane dawkami
Bukterie _ Baterie
nienapromie-
niowane 1 Gy 10 Gy 50 Gy | 100 Gy
]
Proteus vulgaris Nr 538 3,441+0,89 2,6810,82 2,384+1,38 1,881+0,92 1,4010,60
(100%) (17,97 (69,275) (54,7%) (40,7%0)
Pseudomonas aeruginosa Nr 74 7,70+ 1,66 7,1241,63 6,31+2,16 5,08-11,75 5,10+2,46
(100%) (92,5%) (81,97%) (72,5%) (66,2%)
Pseudomonas aeruginosa Nr 159 6,701-2,37 5,324-2,56 4,60--2,73 5,0+1,46 4,041,564
(100%2) (79,47) (68,7%) (74,675) (69,7%) °
Pseudomonas fluorescens Nr 107 3,24+1,72 2,716+1,34 2,61+1,16 2,73+4+1,32 X
| (100%) [ (85,27 (80,5%:) (84,3%)
50 Gy 100 Gy 500 Gy 1000 Gy
Bacillus subtilis Nr 729 4,524-1,69 i o Yo " 9;_"1_1;'" 40421.13
rzetrwalniki 100° leT 1, 5 s Fid 1, g ,
4 ) V74 (91,6%) (95,1%) (87,8%) (89,4%)

Poréwnujac wyniki zestawione w tab. 1, 2, 3
obserwowano, ze napromieniowanie bakterii i
przetrwalnikow, przy tych samych dawkach
promieniowania X, powoduje w wiekszym stop-
niu (%) obumieranie (lub przynajmniej brak
wzrostu) populacji niz utrate wlasciwosci pro-
teolitycznych generacji powstalych w rozwija-
jacych sie koloniach. Wskazuje to, ze napromie-
niowane bakterie latwiej obumieraja lub przy-
najmniej przestajag sie rozwija¢ niz zatracajg
charakterystyczng ceche tworzenia enzymow
proteolitycznych.

Poréwnanie wynikéw zestawionych w tab. 2
i 3 wskazuje, ze strefy proteolizy powodowane
przez kolonie wyroste z bakterii lub przetrwal-
nikéw poddanych napromieniowaniu w PBS i
bulionie sg podobne. Mozna wiec stwierdzié, ze
obecnosé bialka lub jego brak w srodowisku na-
promieniowania zawiesin nie wywiera znaczgce-
go wplywu na wlasciwosci proteolityczne na-
mnozonych bakterii.

Jak wskazano we wstepie, w dostepnym pis-
miennictwie nie spotkano zadnych danych do-
tyczacych zagadnien bedacych przedmiotem |
celem niniejszej pracy.

Wnioski

1. Uzyskane wyniki sg dalszym potwierdze-
niem faktu duzej radiowrazliwosci bakterii ro-
dzaju Pseudomonas.

2. Napromieniowanie bakterii nieprzetrwalni-
kujacych — Pr. vulgaris, Ps. aeruginosa i Ps.

3
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mierania populacji bakterii jest wyzszy niz sto-
pient obnizenia sie ich wlasciwosci proteolitycz-
nych.

3. Obecnosé bialtka w $rodowisku napromie-
niowania bakterii i przetrwalnikéw nie oddzia-
lywuje w istotny sposéb na wlasciwosci proteo-
lityczne generacji powstalych w koloniach.

4. Wyniki niniejszej pracy sugerujg potrzebe
dalszych badan zmierzajacych do:

— poznania mozliwodei utrzymywania sie cechy
obnizonych wlasciwosci proteolitycznych na-
promieniowanych bakterii w dalszych gene-
racjach (dziedziczenia cechy),

— okreslenia ewentualnego znaczenia omawia-
nego zjawiska dla podnoszenia trwalosci oraz
dla higieny surowcéw i produktow biatko-
wych, zwlaszeza pochodzenia zwierzecego.
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Ulyney M., Credamaxosa A., Cranpuak B., Ilenro-
ek fI. — Bumanue o0nyuenus GakTepumii Ha MX Ipo-
reoJIMTnIecKne CBOMCTBA.

Mccnenorany akTUBHbIE ITPOTEOIUTUIECKME IITAMMDI,
paxTepuii: Pr. vulgaris, Ps. aeruginosa, Ps. fluorescens,
Bac. sublilis (cnmoper). Biasecu Baxtepuii u crmop o6ay-
tamy B besbenKoBon u DeNKOBOM Cpeje Jydamu. X.
Benuauuer no3 obayuenus cocrasnanm 1—100 Gy, a B
cay4ae crnop Bac. subtilis 50—1000 Gy. B pesyabTaTe
OPOBENEHHBIX MCCIENOBAHMI OTMETHJ M, 4To: 1) obay-
uenue Pr. vulgaris, Ps. aeruginosa, Ps. fluorescens
BBISLIBAET HE3HAYUTEJNBHOE IIOHMIKEHWE MIPOTEOIMUTH-
TIECKUX CBOMCTB TeHepalyii, BO3ZHMKIIUX W3 00JydeH-
HbIX Oaxrepuii, 2) obmyuenme cmop Bac. subtilis ne
OKAa3BbIBAET CYIIECTBEHHOI'O BJMAHMA HA IIPOTEOJUTU-
TTECKYI0 AKTMBHOCTBE 0OaKTepuii, BBIPOCIIMX M3 006Jy-
TEHHBIX CIIOP, 3) CTEIleHb OMEPTBEHMSA IOy JISALIWIA
fakTepuit Ipu TE€X K€ CAMBIX 032X OOJYYEHMA BBIIIE
CTENEHU IOHMIKEHUA UX IIPOTEONUTUUECKMX CBOJCTE,
4) namumue benka B cpege obaydenus ODakTepuit ne
MMeEeT CYLIeCTBEHHOTO BJMAHMSI HA IIPOTEONIUTUIECKUE
CBOMCTBA ROBHMKIINX IeHeparuii.

Szulc M., Stefaniakowa A., Stanczak B., Peconek J.
— The influence of radiation on bacterial cells and
their proteolytic properties.

- The suspensions of bacterial cells and their Spo-
res were exposed to radiation with X rays in the
environment with and without protein. The doses
of radiation ranged from 1 to 100 Gy and in case
of spores of B. subtilis from 50 to 1000 Gy. It was
found that radiation of Proteus vulgaris, Pseudomo-
nas fluorescens and Ps. aeruginosa caused an incon-
siderable decrease of proteolytic properties of the
generation originated from radiated bacteria. Radia-
tion of B. subtilis spores did not influence the pro-
teolytic activity of bacterial cells derived from the
exposed spores. The degree of wasting away of bac-
teria exposed to the same radiation was higher
than the rate of proteolytic properties decrease. The
presence of protein in the surroundings had no
influence on proteolytic characteristics of new gene-
rations.

MARCIN SZULC, ANNA PLISZKA, JANINA PECONEK

Wptyw napromieniowania gronkowcéw promieniami X

na wytwarzanie enterotoksyny i cieptoopornej dezoksyrybonukleazy

Z Katedry Higieny Produktéw Zwierzecych Wydzialu Weterynaryjnego SGGW-AR w Warszawie

Z przeprowadzonych dotychczas badan wyni-|
ka, ze enterotoksyna gronkowcowa jest bardzo
oporna na dzialanie promieni jonizujgcych. W
do$wiadczeniach Reada i1 Bradshawa (10) dla
zmniejszenia ilosci aktywnej enterotoksyny B,
rozpuszczonej w buforze weronalowym, z 31
ng/ml do ponizej 7 ug/ml trzeba bylo dawki 5
Mradéw. Aby uzyskaé taki sam stopien unie-
czynnienia enterotoksyny zawartej w mleku
dawka promieniowania musiata byé zwiekszona
do 20 Mradow.

W pisdmiennictwie brak jest natomiast danych,
ktore dotyczylyby wplywu napromieniowania
na podzniejsze wytwarzanie enterotoksyny przez
gronkowce, ktore przezyly zastosowane dawki
promieniowania. Omawiane badania mialy wiec
charakter pierwszych badan orientacyjnych.
Uwzgledniono w nich wplyw napromieniowania
na wytwarzanie przez gronkowce cieploopornej
dezoksyrybonukleazy. Enzym ten w zasadzie
(istnieja bowiem nieliczne wyjatki) jest produ-
kowany tylko przez gronkowce koagulazododat-
nie (Staphylococcus aureus), a warunki jego
wytwarzania i trwatosci sg, zgodnie z badaniami
wielu autorow (3, 7, 8, 9, 13), bardzo zblizone do
warunkow wytwarzania i trwaloéci enterotoksy-
ny gronkowcowej. Z tych wzgledéw w ostatnich
latach proponuje sie, zwlaszeza w rutynowych
badaniach zywnosci, zastepowanie oznaczen en-
terotoksyny przez oznaczanie cieploopornej de-
zoksyrybonukleazy (12). Oznaczanie bowiem te-
go enzymu jest znacznie prostsze i nie wymaga
kosztownego zestawu surowic i standardowych
enterotoksyn.

W przedstawionej pracy uzupelnienie ozna-
czen enterotoksyny przez oznaczenia cieploopor-
nej dezoksyrybonukleazy wydawalo sie intere-
sujace, choéby dla stwierdzenia czy nie zachodza
jakie$ istotne réznice w efekcie napromieniowa-
nia na wytwarzanie enterotoksyny i DN-azy.
Ponadto enzym ten mozna bylo oznaczaé w
prébkach napromieniowanych juz po stosunko-
wo krotkim okresie inkubacji, gdy oznaczanie
uchwytnych ilodci enterotoksyny wymagato
dluzszego namnazania. Totez na przykladzie
DN-azy latwiej mozna bylo uchwycié przejscio-
we zmiany metabolizmu powstajace w wyniku
napromieniowania.

Material i metody

Badania przeprowadzono z dwoma szczepami gron-
kowcow Staphylococcus aureus nr 262, wytwarzajg-
cym enterotoksyne B i Staphylococcus aureus nr 100,
wytwarzajacym enterotoksyne A. Te standardowe
szczepy oraz enterotoksyny A i B oraz homologiczne
surowice antyenterotoksyczne otrzymano dzieki uprzej-
mosci Dr M. S. Bergdolla (Food Research Institute,
Univ. of Wisconsin, Madison, USA).

Napromieniowanie przeprowadzono w 2 srodowis-
kach, a mianowicie:

— w $rodowisku o malej (ok. 0,2%) zawartosei bial-
ka, rozcienczajac 18-godzinne hodowle gronkowcéw
fizjologicznym roztworem soli (PBS) w stosunku 1:4
(hodowle bulionowe),

— w srodowisku bialkowym, rozcienczajac hodowle
bulio?em, réwniez w stosunku 1:4 (zawarto$é biatka
ok. 1/‘1)

Do napromieniowania prébek uzywano aparat rent-
genowski o nastepujacych parametrach pracy: napie-

cie lamp —— 200 kV, natezenie — 20 mA, filtracja
promieni — 1 mm Al, moc dawki — 11 radéw/s tj.
0,11 Gy/s. Stosowano dawki: 1, 10, 50, 200 i 400
Gy.
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